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RESUMO 
 
Zabrotes subfasciatus tem grande impacto econômico uma vez que 
infesta duas das principais espécies de leguminosas cultivadas no 
Brasil, Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata. Eficientes 
mecanismos de defesa, que não sejam danosos ao meio ambiente e 
para os humanos e que repelem ou intoxicam estes insetos, podem 
ser encontrados em substâncias químicas das próprias plantas. 
Inibidores de -amilase 1, presentes em sementes de P. vulgaris, 
vem demonstrando ser extremamente eficaz contra bruquídeos do 
Velho Mundo como Callosobruchus chinensis e Callosobruchus 
maculatus, porém, ineficaz contra Z. subfasciatus. Estes toleram a 
presença do inibidor de -amilase 1 por ter a capacidade de secretar 
duas isoformas de -amilase induzidas, que passam a ser expressas 
de maneira constitutiva e irreversível, sendo insensíveis ao mesmo. 
O inibidor de -amilase 1, além de representar um indutor para esta 
sobre-expressão enzimática, também representa um estresse 
biológico para estes insetos, gerando indícios de que mecanismos de 
herança epigenética possam estar atuando. Ao analisar o padrão de 
-amilases das larvas de Z. subfasciatus, que tiveram uma parental 
oriunda de P. vulgaris, porém, agora em sementes de V. unguiculata, 
onde não há a presença do inibidor de -amilase, não foi observado 
a herança da expressão constitutiva das duas isoformas induzidas de 
-amilase. Constatamos que, quando Z. subfasciatus passa a se 
desenvolver em sementes de V. unguiculata os padrões da atividade 
de -amilase característicos de larvas oriundas destes grãos se 
restabelecem, não importando se a origem da parental esteve em P. 
vulgaris. Contudo, a presença do inibidor de -amilase 1 em 
sementes de P. vulgaris promove um atraso no tempo de 
desenvolvimento, assim como, um comprometimento da sua prole. 
 
Palavras chave: Zabrotes subfasciatus, inibidores de -amilase; 
Vigna unguiculata; Phaseolus vulgaris 
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ABSTRACT 
 
Zabrotes subfasciatus has great economic impact since it infests two 
of the main legume species cultivated in Brazil, Phaseolus vulgaris 
and Vigna unguiculata. Efficient defense mechanisms, which are not 
harmful to the environment and humans and that repel or intoxicate 
these insects, can be found in chemical substances of the plants. 
Inhibitors of -amylase 1, present in P. vulgaris seeds, have been 
shown to be extremely effective against Old World bruquines such as 
Callosobruchus chinensis and Callosobruchus maculatus, but 
ineffective against Z. subfasciatus. It tolerates the presence of -
amylase 1 inhibitor by having the ability to secrete two induced α-
amylase isoforms, which are constitutively and irreversibly expressed 
and are insensitive to the inhibitor. The -amylase 1 inhibitor, besides 
representing an inducer for this enzymatic overexpression, also 
represents a biological stress for these insects, generating indications 
that mechanisms of epigenetic inheritance may be acting. When 
analyzing the -amylases pattern of the larvae of Z. subfasciatus, 
which had a parent of P. vulgaris, but now in V. unguiculata seeds, 
where there is no -amylase inhibitor, it was not observed the 
inheritance of the constitutive expression of the two -amylase 
induced isoforms. We found that, when Z. subfasciatus starts to grow 
in V. unguiculata seeds, the patterns of -amylase activity 
characteristic of larvae from these grains are restored, regardless of 
whether the parental origin was in P. vulgaris. However, the presence 
of -amylase inhibitor 1 in P. vulgaris seeds promotes a delay in 
development time, as well as a compromise in their offspring. 
 
Keywords: Zabrotes subfasciatus; -amylase inhibitors; Vigna 
unguiculata; Phaseolus vulgaris 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 Considerações iniciais 
 
De acordo com a Organização das Nações Unidas para a 
Agricultura e Alimentação (FAO, 2017), mesmo com todos os 
esforços, atualmente não possuímos uma produção de alimentos 
suficiente para toda a população humana. Estima-se que cerca de 
793 milhões de pessoas ainda passam fome. Esse cenário tende a 
se agravar ao longo dos anos pelo constante aumento da população 
(FAO, 2017). A previsão para 2050 é que a população mundial atinja 
9,7 bilhões de pessoas, haverá necessidade de um aumento de 60% 
na produção de alimentos, e pela gradual redução de terras 
disponíveis para plantio (CARLINI; GROSSI-DE-SÁ, 2002; FAO, 
2017). Prevendo isso, é essencial o descobrimento de novos 
conhecimentos biológicos e tecnológicos que propiciem um aumento 
da produção alimentícia.   
Nesse aspecto o emprego da biotecnologia abre muitas 
oportunidades para o melhoramento genético de espécies cultivadas 
que propicie um aumento da sua produção em larga escala, do seu 
valor nutricional e de sua resistência contra pragas, patógenos e 
herbicidas. O uso destas técnicas referentes aos insetos-pragas tem 
o efeito de reduzir perdas significativas nas lavouras, tanto antes 
quanto depois da colheita. É interessante ressaltar que, estas 
técnicas levam a menores custos aos produtores e consumidores. 
Esta é uma prática menos agressiva ao meio ambiente, uma vez que 
resíduos químicos prejudiciais, como inseticidas, não precisem ser 
utilizados. Aliado ao fato de que o uso de inseticidas tem se mostrado 
cada vez mais custosa aos produtores e ineficaz para o controle de 
pragas (SILVEIRA; BORGES; BUAINAIN, 2005; GOMES; BÓREM, 
2013).   
No Brasil, desde dos anos 2000, há forte tendência para o 
desenvolvimento da biotecnologia, principalmente, agrícola. Os 
investimentos cada vez mais significativos voltados para esta área 
vem construindo um forte sistema nacional de pesquisa, chegando a 
ser destaque no que diz respeito ao sequenciamento genômico e um 
dos maiores produtores de variedades transgênicas do mundo 
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(FONSECA; BIANCHI; STALLIVIERI, 2010). Outra característica que 
o Brasil se destaca é a vasta diversidade biológica que possui, tendo 
disponibilidade de um enorme arsenal biológico como plantas, 
animais e microrganismo (FONSECA; BIANCHI; STALLIVIERI, 2010; 
G0MES; BÓREM, 2013).  
No âmbito de produção alimentícia, o Brasil é o maior 
produtor e consumidor de feijão da américa latina, e terceiro lugar na 
produção mundial, perdendo somente para a China e Índia. A 
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) (2017) estimou 
para a safra de 2016/2017 uma produção nacional de 2.601,5 mil 
toneladas dessa leguminosa. Quando combinado com o arroz, faz 
parte do prato típico do brasileiro de todas as classes sociais, em 
especial para a população de baixa renda. Servindo como a principal 
fonte de aminoácidos, ferro, cálcio, zinco, carboidratos, fibras, 
magnésio e vitaminas essenciais (principalmente do complexo B), 
além de conter fitoquímicos biologicamente ativos importantes para a 
saúde humana (MESQUITA et al., 2007; ROCHFORT; PANOZZO, 
2007). O feijão, portanto, detém uma grande importância social, 
econômica e nutricional (LAJOLO et al., 1996). 
O Feijão comum (Phaseolus vulgaris) (Fig. 1B) faz parte do 
cenário de produção de grãos no Brasil. Uma Fabaceae originalmente 
pertencente ao novo mundo, e hoje cultivada em todos continentes, 
existindo dois principais pools gênicos desta espécie que ocorreram 
independentemente na América do Sul (Andina) e América 
Central/México (Mesoamérica) onde incluem populações selvagens e 
variedades cultivadas (DEBOUCK et al., 1993; HANCOCK, 2004). 
Possui grande variedade morfológica e fisiológica como o hábito de 
crescimento, características das sementes e tempo de maturação, o 
que permite sua produção em grande escala e ampla produção 
territorial, ocorrendo em praticamente todo o território brasileiro 
(BLAIR et al., 2010). Outra leguminosa com importância para 
economia brasileira é o feijão de corda ou caupi (Vigna unguiculata) 
(Fig. 1A). Essa espécie se destaca por crescer favoravelmente 
tolerando ambientes com altas temperaturas, índices pluviométricos 
irregulares ou secos, em solos alcalinos ou ácidos e com baixa 
fertilidade (FERY, 1990). São tolerantes à sombra, o que permite a 
intercalação com outras plantas como milho, sorgo e cana-de-açúcar 
(SINGH et al., 2003). Alguns estudos atribuem a sua alta capacidade 
de absorção de nitrogênio atmosférico, através de seus nódulos 
(região especializada em sua raiz onde concentram colônias de 
bactérias simbiontes), à capacidade de sobrevida em solos pobres 
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em matéria orgânica (KOLAWALE et al., 2000; SANGINGA et al., 
2000). Portanto, são cultivadas em regiões equatoriais e subtropicais 
mais quentes e menos elevadas, sendo no Brasil produzidos nas 
localidades semiáridas do Nordeste. 
 Tanto V. unguiculata quanto P. vulgaris são alvos de ataques 
de insetos pragas. Os danos causados por esses organismos são os 
mais importantes nas perdas pós-colheita de várias espécies de 
leguminosas (PIMENTEL, 1976; METCALF, 1996; WONG-CORRAL; 
CASTAÑÉ; RIUDAVETS, 2013). Países em desenvolvimento sofrem 
um maior impacto econômico e social quando comparados com os 
países desenvolvidos (PHILLIPS; THRONE, 2010). Uma estimativa 
feita por Oliveira et al., (2014), mostra que os insetos causam perda 
de cerca de 7,7% das principais culturas, causando anualmente para 
a economia do Brasil um prejuízo aproximado de 14,7 bilhões de 
dólares. 
 
Figura 1: Grãos de feijão mais cultivados no Brasil. A - Feijão de 
corda ou caupi (Vigna unguiculata); B - Feijão comum (Phaseolus 
vulgaris). Barra de tamanho 1 centímetro.  
 
Fonte: Autor 
 
O alto valor energético dos grãos faz com que se tenha um 
grande número de espécies de pragas que se encontram em 
produtos armazenados e seus subprodutos (JAZEN, 1971). Entre os 
principais predadores, encontram-se insetos da ordem Coleoptera, 
pertencentes a subfamília Bruchinae, mais conhecido como caruncho 
do feijão, responsáveis por infestar uma ampla variedade de espécies 
de leguminosas (SOUTHGATE, 1974; RAMOS, 2007).    
O caruncho do feijão (Zabrotes subfasciatus) (Boheman, 
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1833) é considerado um dos principais insetos praga de grãos 
armazenados de leguminosas, inclusive das já citadas acima 
(SOUTHGATE 1974; RAMOS, 2007). Esses insetos ocorrem 
principalmente nas regiões tropicais da América Latina, podendo ser 
encontrados, também, em clima temperado e frio (SOUTHGATE, 
1974; DECGECO et al., 1986; RAMOS, 2007). Os danos ocasionados 
por esses insetos são decorrentes da passagem no interior dos grãos 
por algumas etapas do seu ciclo de vida, o que causa vários prejuízos 
como diminuição parcial ou total do poder germinativo das sementes 
predadas, diminuição da aceitabilidade e palatabilidade pelo 
consumidor, diminuição do valor comercial. Além disso, facilita a 
proliferação de fungos pela abertura de orifícios, assim como, pelo 
aumento da umidade (JACKAI; DAOUST, 1986; PAUL, et al., 2009; 
WONG-CORRAL; CASTAÑÉ; RIUDAVETS, 2013). 
Portanto, o sucesso do melhoramento genético para a 
redução das perdas ocasionadas por esses insetos depende de uma 
série de informações, dentre as quais destaca-se o conhecimento das 
relações inseto-planta, uma vez que, a tecnologia de transferência de 
genes entre diferentes organismos já se encontra bem avançada, 
porém, o conhecimento biológico de alvos para serem explorados 
ainda é reduzido. 
1.2 Zabrotes subfasciatus inseto praga de grãos armazenados 
 
A ordem Coleoptera tem importante papel na agricultura por 
apresentar diversas famílias que causam injúria a muitas plantas de 
interesse econômico. Cerca de 500 espécies têm sido registradas 
como causadoras de danos a produtos armazenados, tanto de origem 
animal como vegetal (HAINES, 1991). Dentro do reino animal, esta 
ordem é a mais numerosa, sendo estimado um número de 350.000 a 
375.000 espécies descritas. É característico desta ordem um corpo, 
em geral, altamente esclerotizado; asas anteriores esclerotizadas e 
modificadas em tampas rígidas (élitros) que cobrem as asas 
posteriores e o corpo; asas posteriores membranosas, 
frequentemente reduzidas ou ausentes; peças bucais mastigadoras; 
antenas geralmente com oito a 11 ‘artículos’, protórax grande e móvel; 
mesotórax reduzido; abdômen tipicamente com cinco (ou até oito) 
segmentos; sem ovipositor; genitália masculina retrátil (BRUSCA; 
BRUSCA, 2007). 
O grupo dos bruquídeos (Coleoptrera: Chrysomelidae: 
Bruchinae) são amplamente encontrados em todas as regiões do 
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mundo, também, os mais diversificados, com maior número de 
gêneros no Novo Mundo quando comparado ao Velho Mundo 
(RAMOS, 2007). A maioria de seus representantes é associado com 
as plantas da família Fabaceae, sendo, seus grãos o principal alvo de 
hospedagem de suas larvas (JOHNSON, 1981; RAMOS, 2007). Sua 
relação pode estar vinculada a várias espécies de plantas da mesma 
família (oligófagos) ou somente de uma única espécie de planta 
(monófagos) (SOUTHGATE, 1979). O ataque ocasionado por esses 
insetos, devido ao seu hábito alimentar, pode causar severos danos 
às sementes, tendo assim, uma importância econômica, uma vez que 
afeta tanto diretamente quanto indiretamente os seres humanos 
(SOUTHGATE, 1979; RAMOS, 2007). Como característica geral 
apresentam pigídios grandes não cobertos pelos élitros; um corpo 
ovalado; rostro curto e achatado com antenas possuindo 11 
segmentos; cabeça livre; e antenas nunca mais largas que a longitude 
do corpo (GALLO et al., 1988; RAMOS, 2007). 
 De acordo com Kingsolver (2004), Z. subfasciatus (Boheman, 
1833) possui enquadramento taxonômico no: Reino Animalia; Filo 
Arthropoda; Classe Insecta; Ordem Coleoptera; Família 
Chrysomelidae; Subfamília Bruchinae; Gênero Zabrotes; Espécie 
Zabrotes subfasciatus. São insetos originalmente do Novo Mundo 
que, através da extensa comercialização e exportação, foram 
espalhados em praticamente todas as regiões, preferencialmente em 
lugares com climas tropicais e subtropicais onde há melhores 
condições para seu crescimento e proliferação (SOUTHGATE, 1979). 
Possuem alto potencial de infestação em vários gêneros de 
leguminosas (Cassia, Cajanus, Cicer, Dolichos, Phaseolus, Vigna, 
Pisum, etc.), sendo que, em seu lugar de origem na América Central 
e nas partes nortes da América do Sul, é uma das principais pragas 
do feijão comum (P. vulgaris) (BONET et at., 1987; PIMBERT; 
JARRY, 1988). 
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Figura 2: Adultos de Zabrotes subfasciatus. Barra de tamanho 0,1 
centímetro. 
 
Fonte: Autor 
 
O ciclo de vida desses insetos é demonstrado na Figura 3. 
Tudo se inicia pela postura de ovos pela fêmea fecundada na 
superfície da semente. Ao contrário de outros bruchídeos as fêmeas 
não anexam seus ovos em vagens e o contato direto com a semente 
é importante para a estimulação da produção de ovócitos (PIMBERT; 
PIERRE, 1983; PIMBERT, 1985). A larva primária ou neonata é 
correspondente ao primeiro instar larval, ela penetra imediatamente 
pelo tegumento da semente para seu interior em busca de sua fonte 
alimentícia. As larvas secundárias correspondem aos próximos 
estágios larvais, que para Z. subfasciatus é até o 4° instar. É nesse 
período onde ela formará galerias no interior das sementes e é onde 
mais irá se alimentar e crescer. Antes de atingir o estágio de pupa, a 
larva de 4° instar prepara um orifício circular em direção ao exterior, 
chamado de janela pupal, por onde facilmente saíra o adulto. A larva 
então passa por um breve período pré-pupal até atingir o período de 
pupa, onde ocorrerá a metamorfose e posterior saída do adulto de 
dentro dos grãos através da janela pupal (SOUTHGATE, 1979; 
RAMOS, 2007).  
 
 
 
 
  
27  
  
Figura 3: Ciclo de vida de Zabrotes subfasciatus crescidos em grãos 
de Vigna unguiculata. Os números entre parênteses representam os 
dias de desenvolvimento após a ovoposição. Barra de tamanho 0,1 
centímetro. 
 
Fonte: Autor. 
 
Adultos, ao emergirem, chegam a um tamanho máximo de 
5mm com tempo de vida em torno de 7 a 10 dias. Podem produzir 
várias gerações até o esgotamento do recurso (multivoltinos) e sem 
se alimentar ou ingerir líquidos (áfagos), fazendo retorno ao ciclo 
deixando cavidades (galerias) e danos às sementes (Fig. 4) 
(WILLIAMS, 1980; JOHNSON, 1989; RAMOS, 2007; RICHARD; 
BEUTEL, 2014). Apresentam um dimorfismo sexual bem evidente 
(Fig. 2), onde a fêmea é geralmente maior e possui bandas élitrais 
brancas, enquanto os machos são menores e são mais escuros 
(RAMOS, 2007). 
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Figura 4: Danos ocasionados pela infestação de Zabrotes 
subfasciatus em sementes de Vigna unguiculata. Barra de tamanho 
1 centímetro. 
 
Fonte: Autor 
1.3 Zabrotes subfasciatus e sua resposta a inibidores de α-amilases 
 
Ao longo da evolução das plantas, principalmente pela 
coevolução com os insetos, elas desenvolveram substâncias 
químicas que repelem ou intoxicam insetos herbívoros, muitas vezes 
através da desorganização das suas funções digestivas (MOSOLOV 
et al., 2001; TERRA; FERREIRA, 2005). Essas substâncias se 
mostram possíveis alvos de manipulação, uma vez que demonstram 
ser eficientes mecanismos de defesa, seja pela sua expressão 
endógena ou pela transferência para uma outra planta de interesse 
econômico, além do fato delas não serem alvos de organismos 
benéficos e nem para os humanos (CARLINI; GROSSI-DE-SÁ, 2002; 
ANDOW et al., 2008;).  
Dentro deste enfoque, genes que levam à expressão de 
proteínas potencialmente tóxicas já foram inseridos em plantas de 
interesse econômico, que se tornaram resistentes aos insetos. Casos 
em que genes que codificam inibidores de -amilases, extraídos a 
partir do genoma de P. vulgaris, quando inseridos em ervilhas (Pisum 
sativum) (SHADE et al., 1994, SCHROEDER et al., 1995; CAMPBELL 
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et al., 2011), feijão vermelho (Vigna angularis) (ISHIMOTO et al., 
1996), feijão de corda (V. unguiculata) (SOLLETI et al., 2008) e grão 
de bico (Cicer arietinum) (SARMMAH et al., 2004; CAMPBELL et al., 
2011) tornaram estas plantas resistentes a espécies de bruquídeos 
do gênero Callosobruchus do Velho Mundo. Em condições de campo, 
resultados positivos já foram demonstrados por Morton e 
colaboradores (2000). Estes resultados mostram o grande potencial 
para futuras aplicações de engenharia genética em plantas que são 
alvos dos insetos pragas (MOSOLOV et al., 2001; CARLINI; 
GROSSI-DE-SÁ, 2002; ANDOW et al., 2008).  
-Amilases (-1,4-glucano-4-glucano-hidrolases) são 
enzimas que se encontram em uma ampla quantidade de animais, 
plantas e microrganismos. Participam das primeiras etapas da 
digestão, sendo responsáveis pela quebra ou hidrólise das ligações 
-1,4 dos polímeros de monossacarídeos, como o amido e o 
glicogênio. Seu mecanismo de ação permite que essas grandes 
estruturas resultem pequenos oligossacarídeos (como maltose e 
maltotriose), que a partir destes, sejam passíveis de posterior 
assimilação pelo organismo. Vários insetos predadores exclusivos de 
sementes dependem desta enzima para a digestão dos 
polissacarídeos encontrados nas mesmas. Este amido disponibiliza a 
estes herbívoros a energia necessária para a sua sobrevivência e seu 
ciclo de vida (CARLINI; GROSSI-DE-SÁ, 2002; MEHRABADI et al., 
2011). 
Inibidores de -amilase (AIs) são amplamente encontrados 
dentro do gênero Phaseolus, tanto em linhagens cultivadas como em 
linhagens selvagens, existindo quatro isoformas diferentes, AI-0, 
AI-1, AI-2 e AI-3 (ISHIMOTO et al., 1995). No genoma de P. 
vulgaris essas proteínas são controladas por um único locus gênico, 
chamado locus APA, que vem da abreviação 
Arcelina/Fitohemaglutinina/Inibidor de -amilase. Acredita-se que um 
único gene ancestral passou por uma duplicação paráloga originando 
o progenitor das lectinas e progenitor dos genes relacionados às 
lectinas. Esses últimos, posteriormente, deram origem a genes 
codificantes da forma ativa de AIs, e após um segundo evento de 
duplicação, as arcelinas (MIRKOV et al., 1994; GEPTS, 1999; LIOI et 
al., 2003). 
Ishimoto e Kitamura (1989) e Huesing (1991) confirmaram 
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que a resistência de P. vulgaris a C. chinensis e C. maculatus era 
atribuída à presença do inibidor de -amilase em seus grãos. 
Anteriormente, a resistência de P. vulgaris a estes bruquídeos era 
referida à presença de lectinas em seus grãos. Ishimoto e Kitamura 
(1989) encontraram quantidades insuficientes de lectinas nestas 
sementes, descartando que a resistência estaria atribuída à presença 
destas proteínas. Huesing (1991) investigou as preparações de 
lectinas vindas da Sigma® Chemical Co., Londres, que eram 
amplamente utilizadas pela comunidade científica, principalmente 
nos estudos envolvendo os bruquídeos, e notou que elas vinham 
contaminadas com o inibidor de -amilase 1 (AI-1). Portanto, αAI-1 
que é a forma mais comum em sementes de linhagens cultivadas de 
P. vulgaris, é o verdadeiro fator responsável por atribuir resistência 
aos bruquídeos do Velho Mundo, sendo altamente tóxicos para C. 
chinensis e C. maculatus, ambos são incapazes de se desenvolver 
em suas sementes.  
No entanto, Ishimoto e Kitamura (1992) notaram que Z. 
subfasciatus e Acanthoscelides obtectus, bruquídeos do Novo 
Mundo, são resistentes a expressão de AI-1 e são capazes de 
infestar o feijão comum. Eles sugeriram que as larvas de Z. 
subfasciatus teriam a capacidade de causar uma digestão proteolítica 
do inibidor de -amilase tornando-os tolerantes a sua presença. Num 
estudo posterior, Ishimoto e Chrispeels, (1996) analisando AI-1 com 
amostras intestinais de Z. subfasciatus, concluíram que insetos do 
novo mundo possuem amilases insensíveis a esses inibidores e, 
também, possuem uma proteinase do tipo serínica que promove a 
hidrólise do AI-1, liberando um peptídeo C-terminal, tendo como 
resultado a sua inativação. 
Ao analisar o efeito de diferentes dietas ofertadas a Z. 
subfasciatus viu-se a possibilidade de modulação na expressão de 
suas enzimas digestivas. Quando alimentado com as sementes de P. 
vulgaris esses insetos expressam duas isoformas de -amilases a 
mais, quando comparado à alimentação em V. unguiculata, sendo 
especulado que seria uma resposta a diferença na estrutura dos 
grânulos de amido encontrado nestes grãos (SILVA et al., 1999). Os 
estudos previamente feitos utilizavam grãos de amido gelatinizado, 
não representando a forma natural desses grânulos. No entanto, essa 
relação direta não pareceu estar envolvida na indução dessas 
diferentes amilases, por esses insetos não desenvolverem variações 
ao serem ofertados a grânulos de amido intactos ou mecanicamente 
danificados de P. vulgaris e V. unguiculata (SILVA et al., 2001a). Além 
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disso, foi constado que as formas induzidas de -amilase devem 
funcionar como dímeros pelo fato de que elas são sempre eluídas 
juntas durante os processos de purificação em cromatografia, sendo 
dissociado somente em condições semi-desnaturantes da 
eletroforese (SILVA et al., 1999, 2001a). 
A sobre-expressão de amilases de Z. subfasciatus em P. 
vulgaris tem relação direta com a ingestão do AI-1. O contato com 
esse inibidor, mesmo que por um curto período, é suficiente para 
induzir a expressão de isoformas de -amilases insensíveis e que 
possuem baixa migração eletroforética. Essa indução passa a ser 
constitutiva e irreversível (perpetuada por todos os estágios larvais), 
além de haver evidências de que ela seja mediada por receptores 
ligado às microvilosidades intestinais (SILVA et al., 2001b; BIFANO 
et al., 2010). 
Portanto, Z. subfasciatus consegue se adaptar à presença de 
proteínas potencialmente tóxicas presentes em linhagens cultivadas 
de P. vulgaris, como αAI-1, pela modulação das suas enzimas 
digestivas e pela hidrólise do inibidor. Essa rápida resposta é 
altamente adaptativa para esses insetos, uma vez que não possuem 
a capacidade de mudança de dieta e por suas larvas não 
conseguirem sair de dentro das suas sementes. O que causa um 
questionamento: será que a qualidade de expressão dos dímeros de 
α-amilase (constitutivo e irreversível) pode ser passada para 
gerações seguintes? 
1.4 Estresse biológico e herança epigenética 
  
Estresse biológico é a resposta de um organismo a um 
desafio, como uma mudança das condições ambientais. As 
condições estressantes vêm chamando grande atenção por 
possuírem uma forte tendência a promover alterações fenotípicas 
através de variantes epigenéticas herdáveis, que é o momento em 
que elas mais podem ser úteis ou adaptativas (JABLONKA; LAMB, 
2007). Essas alterações, uma vez formadas, podem ser transmitidas 
para as próximas gerações através das células germinativas, por uma 
herança epigenética gamética (JABLONKA; LAMB, 2007; 
JABLONKA; RAZ, 2009).  
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Epigenética é um termo que vem sendo erroneamente 
definido por vários autores, que inconscientemente, o designam como 
sinônimo de herança epigenética. Portanto, é importante diferenciá-
los para evitar desentendimentos. Epigenética é o estudo dos 
processos que estão subjacentes à plasticidade e canalização do 
desenvolvimento, que tem efeitos persistentes ao longo 
desenvolvimento em procariontes e eucariontes. Já a herança 
epigenética (um componente da epigenética), ocorre quando 
variações na expressão gênica, que não são advindas de 
modificações nas sequências nucleotídicas, são transmitidas para 
geração subsequente de células e/ou organismos (JABLONKA; 
LAMB, 2002; JABLONKA; RAZ, 2009;). A epigenética opera através 
de diversos mecanismos de marcações de cromatina, RNAs e loops 
metabólicos auto-suficientes, como os mais conhecidos atualmente 
(JABLONKA; LAMB, 1995; RAPP; WENDEL, 2005; JABLONKA; 
LAMB, 2015). 
Muitos são os estudos que evidenciam que um agente indutor 
de algum tipo de estresse biológico/ecológico ocasiona uma herança 
epigenética para futuras gerações. Como é o caso da exposição do 
fungicida vinclozolina em fêmeas de camudongos em gestação 
(responsável por uma supressão de andrógeno), acarretando em 
uma mudança no status de metilação de vários loci gênicos em 
células germinativas de machos. Alterações essas que são herdadas 
por até quatro gerações (SKINNER et al., 2008, 2010). Em outro 
estudo, camundongos separados de suas mães nos primeiros 14 dias 
de vida, levaram a uma herança induzida de comportamento 
depressivo em adultos, assim como alterações em suas respostas a 
novos ambientes e, interessantemente, alterações no perfil de 
metilação em genes específicos das células germinativas (FRANKLIN 
et al., 2010). 
 A mudança na dieta de Z. subfasciatus exerce esse tipo de 
estresse, uma vez que, em contato com o αAI-1 eles apresentam uma 
mudança fisiológica, que no caso seria a indução constitutiva e 
irreversível das duas isoformas de α-amilase. Portanto, resta saber 
se esse tipo de resposta possa ser herdável para próximas gerações, 
mesmo se o contato com o agente indutor seja cessado.  
 O que seria adaptativo para esses insetos, pelo motivo do 
qual as suas larvas já estariam mais preparadas para lidar com o αAI-
1 e, já que são pragas de grãos armazenados, aumentaria o seu 
potencial de infestação a essas leguminosas. Caso ocorra essa 
herança, a hipótese de nosso grupo é que mecanismos epigenéticos 
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sejam responsáveis por este evento.  
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2. OBJETIVOS    
2.1 Objetivo geral  
   
Investigar os mecanismos pelos quais Z. subfasciatus 
conseguem se adaptar à ingestão de proteínas potencialmente 
tóxicas de origem vegetal, no caso inibidores de enzimas digestivas, 
culminando com a síntese e secreção constitutiva e irreversível de 
enzimas insensíveis aos inibidores. O mecanismo adaptativo aqui 
investigado é se possa vir a ocorrer a transmissão da indução do 
dímero de α-amilase de pais que tiveram um ciclo de vida em 
sementes de P. vulgaris, onde há a presença do αAI1, para gerações 
em V. unguiculata sem contato com o αAI1.    
   
2.2 Objetivos específicos  
 
2.2.1. Verificar o efeito de inibidores presentes na dieta sobre a 
expressão diferencial de amilases nas larvas do caruncho de 
Zabrotes subfasciatus. 
    
2.2.2. Analisar o desenvolvimento de Zabrotes subfasciatus de 
gerações que transitam entre Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata.    
 
 
2.2.3. Análise da colaboração parental para a transmissão da 
expressão das amilases induzidas, pela ingestão de inibidores de α-
amilases em P. vulgaris, para gerações seguintes.   
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3. MATERIAL E MÉTODOS  
3.1 Colônia de insetos   
   
As colônias de Z. subfasciatus são mantidas em sementes 
de V. unguiculata, previamente desinfestadas por congelamento a -
20°C de qualquer infestação anterior de campo. As mesmas são 
mantidas em uma sala com uma temperatura entre 29 ± 1 °C e 
umidade relativa em torno de 20-30%, no laboratório de Bioquímica 
de Insetos do Departamento de Bioquímica - CCB - UFSC.    
3.2 Bioensaio: Herança de indução das amilases digestivas nas 
larvas de caruncho 
   
Os bioensaios realizados neste trabalho para verificar a 
herança no padrão de indução das amilases digestivas foram 
padronizados em dois tipos de sementes, P. vulgaris e V. unguiculata. 
A padronização consistiu em infestar as sementes mencionadas 
acima, com insetos obtidos das colônias de Z. subfasciatus. (Ver item 
3.1). A padronização da infestação das sementes pelos insetos foi da 
seguinte maneira: Insetos foram inicialmente isolados em um frasco 
por 24 horas, contendo machos e fêmeas com idade de até 24h às 
48h após emergência. Foram ofertadas 10 sementes de P. vulgaris 
ou V. unguiculata para cada 3 fêmeas fecundadas por um período de 
5 horas para realizar oviposição nas diferentes sementes. Após este 
período as fêmeas foram retiradas.  
As infestações em V. unguiculata foram utilizadas como 
controle negativo para o padrão de indução das amilases digestivas 
de Z. subfasciatus. Já as infestações em P. vulgaris serviram para 2 
propósitos, como controle positivo para o padrão de indução das 
amilases digestivas de Z. subfasciatus e como fornecedora de uma 
nova prole de insetos (F2), cujo os pais (F1) se desenvolveram em P. 
vulgaris. O padrão de α-amilases dessa F2 gerada será o foco deste 
experimento. Teremos neste conjunto de experimentos, controles F1 
em feijões de P. vulgaris (controle positivo de indução) e de V. 
unguiculata (controle negativo de indução) e uma segunda geração 
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que passou pelos dois feijões, sendo primeiramente passado em P. 
vulgaris e depois V. unguiculata. Larvas oriundas destas sementes 
foram retiradas ao atingir seu 4° instar para posteriores análises. 
3.3 Bioensaio: Determinação da colaboração paternal e maternal na 
herança de indução 
   
O bioensaio para determinar uma possível colaboração 
parental na herança de indução de amilases induzidas se 
caracterizou pela realização de cruzamentos isolados entre os 
insetos Z. subfasciatus oriundos de diferentes dietas. Foram 
infestadas sementes de V, unguiculata e P. vulgaris com Z. 
subfasciatus (Ver padronização no item 3.2). Sementes com 
aproximadamente 20 dias de infestação e apenas 1 ovo foram 
isoladas com o intuito de obter machos e fêmeas virgens. Os adultos 
que emergiram de forma isolada e virgens foram cruzados com 
diferentes parceiros. Os 4 cruzamentos realizados são: 1º fêmeas em 
V. unguiculata x machos em V. unguiculata; 2º fêmeas em P. vulgaris 
x machos em P. vulgaris; 3º fêmeas em V. unguiculata x machos em 
P. vulgaris; 4º fêmeas P. vulgaris x machos em V. unguiculata. Todos 
os cruzamentos foram acompanhados e após a primeira e única 
cópula os machos foram retirados do ambiente, deixando apenas as 
fêmeas por 24 horas para a oviposição em feijão V. unguiculata. O 
bioensaio foi realizado em triplicada. Larvas oriundas destas 
sementes foram retiradas ao atingir seu 4° instar para posteriores 
análises. 
3.4 Bioensaio: Análise do desempenho de Zabrotes subfasciatus em 
transições de sementes de Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata 
   
O bioensaio para análise do padrão de desenvolvimento das 
larvas de Z. subfasciatus foram realizados através da transferência 
das mesmas das sementes de V. unguiculata para sementes de P. 
vulgaris. A transferência inversa das larvas de Z. subfasciatus 
também foi realizada. Para a realização do bioensaio foi feita a 
mesma padronização dos outros itens (ver item 3.2). A partir da data 
de infestação foram verificados e anotados o aparecimento de adultos 
(de machos e fêmeas) em cada uma das transferências, diariamente 
e sempre em horários fixos (às 12h). Os bioensaios foram realizados 
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em triplicatas. Ainda, após cerca de sete dias após a infestação, 
foram contabilizados os ovos contidos em cada semente para obter a 
porcentagem de sobrevivência dos insetos.  
3.5 Cálculos 
 
 Para os dados obtidos do item 3.4 foi calculado de cada 
bioensaio a porcentagem de sobrevivência dos insetos, pela 
contagem do número de ovos e dos adultos emergidos, e o período 
médio de desenvolvimento desde a ovoposição até a emergência do 
adulto. Os dados foram utilizados para o cálculo do índice de 
adequação de desenvolvimento de Howe (HOWE, 1971), do qual é 
obtido do logaritmo comum da porcentagem de sobrevivência dividido 
pelo tempo médio de desenvolvimento (em dias). Os dados foram 
submetidos ao teste de amplitudes múltiplas de Duncan (Duncan’s 
multiple range test) para comparação entre médias, sendo utilizado o 
programa STATISTIC.  
3.6 Dissecação das larvas   
   
As larvas de Z. subfasciatus foram obtidas das colônias 
cultivadas no laboratório (ver item 3.1). Por apresentarem tempos 
diferentes de desenvolvimento em cada semente, as larvas crescidas 
nas sementes de P. vulgaris foram retiradas após o 18º dia de 
infestação, enquanto as larvas crescidas em sementes de V. 
unguiculata após o 15º dia de infestação, períodos que em que as 
larvas se encontram no quarto instar. A obtenção das amostras do 
intestino de Z. subfasciatus foram coletados com auxílio de pinças 
finas. As larvas foram dissecadas em NaCL 250 mM gelada e 
transferidas diretamente para tubos contendo uma proporção de 10 
animais para 150 μL de água destilada (1 animal/15 μL) onde foram 
homogeneizados. As homogeneizações das amostras de intestino 
foram realizadas com o uso do homogeneizador Potter-Elvehjem em 
gelo. O material homogeneizado foi centrifugado a 20000 x g 30 min 
a 4ºC, sendo coletado o sobrenadante para posterior estudo e 
análise.  
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3.7 Ensaio enzimático (α-amilases)   
   
Ensaio com o intuito para fazer determinações quantitativas 
das atividades das α-amilases das diferentes amostras advindas dos 
bioensaios a atividade da enzima α-amilase foi determinada pelo 
aumento do poder redutor, determinado por DNS (ácido 
dinitrosalicílico), a partir de solução de amido 1% em tampão acetato 
de sódio 100 mM (NaCl 20 mM e CaCl2 2 mM, pH 5,5), segundo 
Noelting e Bernfeld (1948). Primeiramente, as amostras foram 
diluídas 200x para a realização do ensaio, sendo utilizado 25 μL de 
amostra e 25 μL da solução de amido em cada tubo. As reações 
foram incubadas em banho-maria a 30 oC por cinco intervalos de 
tempo (10, 20, 30, 40 e 50 minutos), após o período de incubação, os 
tubos foram adicionados 100 μL de DNS para o fim da reação. Com 
o término dos intervalos de tempo, foram colocados em água fervente 
por cinco minutos e, por fim, adicionado mais 100 μL de água 
destilada em cada tubo. Foram aplicados 200 μL de amostra em cada 
poço da placa de 96 poços e feita a leitura com comprimento de onda 
de 550 nm em aparelho Rchisto tecan. Cálculos foram atribuídos 
considerando que uma unidade de atividade (U) é definida como a 
quantidade de enzima que catalisa a clivagem de 1 μmol de 
substrato/min.  
 
3.8 Determinação de proteína: BCA (ácido bicinconínico) 
  
 A determinação de proteínas foi feita pelo ensaio de ácido 
bicinconínico (BCA), em que se baseia na formação de um complexo 
proteína-Cu²+ (em condições alcalinas) seguida por uma redução a 
Cu¹+, que está relacionado com a quantidade de proteína presente 
na amostra. O BCA working reagent (mistura do reagente A com o 
reagente B) é primeiramente preparado com uma mistura de 50 
partes do reagente A e 1 parte do reagente B. O reagente A, uma 
solução de 1000 mL contendo ácido bicinconínico, carbonato de 
sódio, tartarato de sódio e bicarbonato de sódio, em 0,1 N de NaOH 
(pH final de 11,25). O reagente B, é uma solução de 25 mL contendo 
4% (m/v) cobre (II) sulfato pentahidratado. Usou-se a proteína padrão 
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(albumina serínica bovina – BSA) para confecção de uma curva 
padrão com intuito da comparação com as amostras. As amostras 
foram diluídas em 10x. Albumina sérica bovina (BSA) foi também 
diluída em 5x para o atingimento de uma concentração de 0,2 mg/mL. 
Incubou-se a uma temperatura de 60 C° em 15 minutos, por fim, 
mediu-se sua absorbância em 562 nm em aparelho 
espectrofotômetro. 
3.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (Dodecil 
sulfato de sódio) 
 
Foram feitas corridas eletroforéticas em géis de 
poliacrilamida SDS-Page (LÄEMMLI, 1970) para separação das 
proteínas e posterior ensaios em gel para a visualização do padrão 
de bandas de α-amilases de acordo com os bioensaios realizados. 
Para os ensaios de atividade in gel de amilases foram utilizadas 
placas de vidro de tamanho 8 x 10 cm e espaçadores de 0.75 mm. O 
gel de separação de acrilamida 7,5% foi preparado misturando-se: 
4,85 mL de água destilada, 2,5 mL de tampão 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8, 
0,1 mL de SDS 10%, 2,5 mL de solução acrilamida-bisacrilamida 
(30:0,8), 0,05 mL de persulfato de amônio, 0,005 mL de TEMED, o 
que totaliza uma solução de 10,005 mL. O gel empilhamento 
(“stacking”) foi preparado misturando-se: 3,05 mL de água destilada, 
1,25 mL de tampão Tris/HCL 0,5 M, pH 6,8, 0,05 mL de SDS 10%, 
0,665 mL de Bis-acrilamida (estoque 30%), 0,025 mL de persulfato 
de amônio, 0,005 mL de TEMED, com uma solução final de 5,045 mL. 
O tampão de corrida utilizado na cuba de eletroforese foi o tampão 
Tris 25 mM, glicina 192 mM, e SDS 0,1%, pH 8,3. Amostras serão 
primeiramente diluídas em tampão de amostra (SDS 2%, glicerol 
20%, azul de bromofenol 0,1% em tampão Tris/HCL 200 mM, pH 6,8), 
com uma proporção final em que 15 μL de amostra contenha a 
proporção de 0,5 animal, e, em seguida, submetidas à eletroforese 
usando um sistema de mini-géis BioRad MiniProtean 3. A eletroforese 
foi processada a uma voltagem constante de 50 V até a linha de frente 
do corante atingir o gel de separação, então foi elevada a corrente 
para 150 V e mantida constante com duração de 4-5 horas (sem 
fervura). Após migração, os géis foram transferidos para uma solução 
aquosa de Triton X-100 2,5% (m/v) durante 20 minutos para 
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renaturação das enzimas. Depois da renaturação, os géis foram 
transferidos para uma solução de amido 1% (p/v) em tampão acetato 
de sódio 100 mM (NaCl 20 mM e CaCl2 2 mM, pH 5,5) e incubados 
por uma hora à temperatura de 30 oC. Após isto, os géis foram 
transferidos para uma solução de Iodo (I2) 1,3% e KI 3% (p/v). Depois 
da coloração e lavagem do gel com água destilada, bandas claras 
aparecem contra um fundo marrom (coloração negativa), indicando 
as atividades amilásicas. 
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4. RESULTADOS  
4.1 Análise da indução de amilases digestivas herdadas nas larvas 
de Zabrotes subfasciatus. 
 
 A possibilidade da herança sobre a indução das duas 
isoformas de α-amilases obtidas a partir de um ciclo de vida em 
sementes de P. vulgaris para uma geração que agora passa a se 
desenvolver em grãos de V. unguiculata, foi avaliado por ensaios em 
gel. Apesar de Z. subfasciatus conseguir se desenvolver nestas duas 
espécies de leguminosas, seu desenvolvimento apresenta diferenças 
dentro desses hospedeiros. O período necessário para atingir o 4° 
instar larval, em nossas condições de laboratório (item 3.1), em V. 
unguiculata é de 15 dias enquanto larvas crescidas em sementes de 
P. vulgaris é de 18 dias. 
 As larvas crescidas em V. unguiculata foram dissecadas 
(controle negativo de indução), em P. vulgaris (controle positivo de 
indução) e larvas crescidas V. unguiculata cuja parental teve um ciclo 
de vida em P. vulgaris. Foram dissecadas e as amostras foram 
homogeneizadas (ver item 3.6 e 3.9) e aplicadas em gel de 
eletroforese. Figura 5 mostra que, larvas quando se desenvolvem em 
P. vulgaris, expressam significativamente as duas isoformas 
induzidas de α-amilase, quando comparado com as larvas que se 
desenvolvem em V. unguiculata, onde apresentam um nível basal de 
expressão (Fig. 5, compare as linhas 1 e 3). Não foi possível detectar 
a herança de indução das duas α-amilases de larvas em V. 
unguiculata que tiveram pais com ciclo de vida em P. vulgaris. Sendo 
semelhante ao perfil de expressão de lavas que cresceram somente 
em V. unguiculata (Fig. 5, compare linha 2 com a linha 1 e 3).  
 Os perfis de atividade de -amilase e a concentração de 
proteínas das três amostras foram determinadas e estão 
demostrados na Figura 6. Novamente, é possível verificar que o 
padrão é semelhante entre larvas crescidas em V. unguiculata, 
possuindo origem parental de P. vulgaris ou não, quando comparada 
com larvas crescidas em P. vulgaris. Insetos oriundos de sementes 
de V. unguiculata mostraram uma maior atividade de -amilase, seja 
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atividade por inseto (mU/inseto) ou atividade específica (mU/mg), 
quando comparada às larvas oriundas de P. vulgaris. No entanto, as 
amostras não diferiram estatisticamente. Em relação a concentração 
de proteínas nas amostras: Vc detêm 25,386 mg/mL; em Pc 28,752 
mg/mL; e em P->V 21,971 mg/mL. 
 
Figura 5: Gel SDS-PAGE 7,5% do padrão de atividade de α-amilases 
digestivas das lavas de Zabrotes subfasciatus em 4º instar de 
desenvolvimento dentro das sementes de Vigna unguiculata e 
Phaseolus vulgaris. Um equivalente de 0.5 animal por raia foi aplicado 
no gel. Após a migração eletroforética e renaturação das proteínas, 
as atividades foram analisadas.; Pc – Larvas cujo desenvolvimento 
ocorreu em sementes de P. vulgaris somente; P->V – Larvas cujo 
desenvolvimento ocorreu em sementes de V. unguiculata, porém, os 
pais tiveram o ciclo de vida em sementes de P. vulgaris; Vc – Larvas 
cujo desenvolvimento ocorreu em sementes de V. unguiculata. Z1 e 
Z2 indicam a duas isoformas induzidas de α-amilase. Z3 mostra a 
isoforma constitutiva da α-amilase. 
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 Figura 6: Atividade de α-amilase digestiva in vitro das larvas de Z. 
subfasciatus crescidas no interior de sementes de Vigna unguiculata 
e Phaseolus vulgaris. Vc – Larvas cujo desenvolvimento ocorreu 
somente em sementes de V. unguiculata; Pc – Larvas cujo 
desenvolvimento ocorreu somente em sementes de P. vulgaris; P->V 
– Larvas cujo desenvolvimento se passou em sementes de V. 
unguiculata, porém, os pais tiveram o ciclo de vida em sementes de 
P. vulgaris. As médias seguidas pelas mesmas letras dentro da 
mesma coluna não são estatisticamente diferentes (Teste de Duncan) 
ao nível de 5%. 
 
 
4.2 Análise da colaboração maternal ou paternal na herança de 
indução  
 
 Diante da possibilidade de herança destas duas isoformas 
induzidas de -amilase para a geração seguinte, analisamos como a 
colaboração maternal e paternal poderia ocorrer. Para isso, foram 
realizados cruzamentos entre adultos virgem oriundos de V. 
unguiculata e de P. vulgaris (descritos no item 3.3), sendo todas as 
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fêmeas fecundadas foram separadas e colocadas para infestação em 
sementes de V. unguiculata. Todas as larvas de 4° instar (15 dias) 
foram retiradas de sementes de V. unguiculata, dissecadas e 
homogeneizadas para posterior aplicação em gel de eletroforese. A 
Figura 7 mostra que os padrões de amilase são muitos similares, não 
apresentando uma forte expressão das amilases induzidas quando 
comparadas com as larvas crescidas em P. vulgaris (Fig. 7, linha 1), 
onde todas possuem uma expressão basal característica do ciclo de 
vida em V. unguiculata. No entanto, o cruzamento entre machos e 
fêmeas oriundos de P. vulgaris apresentou uma maior expressão das 
amilases induzidas quando comparado ao cruzamento entre machos 
e fêmeas vindos de V. unguiculata (Fig. 7, compare linha 1 e linha 2). 
Essa diferença é muito similar ao cruzamento envolvendo machos 
oriundos de P. vulgaris e fêmeas oriundas de V. unguiculata, uma vez 
que o cruzamento onde somente as fêmeas oriundas de P. vulgaris 
mostraram um padrão intermediário.  
 
Figura 7: Gel SDS-PAGE 7,5% do padrão de α-amilases de larvas 
de Zabrotes subfasciatus em 4º instar de desenvolvimento dentro de 
sementes de Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris. O equivalente 
de 0.5 animal por raia foi aplicado no gel. Após a migração 
eletroforética, renaturação das proteínas e ensaio em gel, as 
atividades foram analisadas pela possibilidade de colaboração 
paternal e/ou maternal na herança de indução. FvMv- Cruzamento 
entre fêmeas e machos oriundos de V. unguiculata; FpMp - 
Cruzamento entre fêmeas e machos oriundos de P. vulgaris; FpMv - 
Cruzamento entre fêmeas vindas de P. vulgaries e machos oriundos 
de V. unguiculata; FvMp - Cruzamento entre fêmeas vindas de V. 
unguiculata e machos oriundos de P. vulgaris. Z1 e Z2 indicam a duas 
isoformas induzidas de α-amilase. Z3 mostra a isoforma constitutiva 
da α-amilase. 
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 Com intuito de analisar os perfis de α-amilase resultante 
pelos diferentes cruzamentos, foram quantificadas as atividades 
enzimáticas e a concentração de proteínas das quatro amostras, 
sendo demonstrados na Figura 8. A concentração de proteínas das 
amostras foram: FvMv - 23,352 mg/mL; FpMp – 32,636 mg/mL; FpMv 
– 27,8555 mg/mL; FvMp – 22,977 mg/mL. Nos cruzamentos em que 
se teve a passagem dos indivíduos em sementes de P. vulgaris, foi 
constatado uma maior atividade por animal e específica, quando 
comparado ao cruzamento envolvendo indivíduos oriundos de V. 
unguiculata, porém, nenhum se diferenciou estatísticamente. 
 
Figura 8: Determinação da atividade de -amilase das larvas de 
Zabrotes subfasciatus em sementes de Vigna unguiculata, oriundas 
dos diferentes cruzamentos de pais vindos de V. unguiculata e 
Phaseolus vulgaris. FvMv- Larvas cuja parental teve um cruzamento 
entre fêmeas e machos oriundos de V. unguiculata; FpMp - Larvas 
cuja parental teve um cruzamento entre fêmeas e machos oriundos 
de P. vulgaris; FpMv - Larvas cuja parental teve um cruzamento entre 
fêmeas oriundas de P. vulgaris e machos oriundos de V. unguiculata; 
FvMp - Larvas cuja parental teve um cruzamento entre fêmeas 
oriundas de V. unguiculata e machos oriundos de P. vulgaris. As 
médias seguidas pelas mesmas letras dentro da mesma coluna não 
são estatisticamente diferentes (Teste de Duncan) ao nível de 5%. 
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4.3 Análise do desempenho de Zabrotes subfasciatus durante 
transição entre sementes de Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris 
 
 Z. subfasciatus é capaz de infestar sementes de V. 
unguiculata e P. vulgaris, porém, apresentam diferentes respostas de 
desempenho durante o desenvolvimento no interior dessas duas 
espécies de leguminosas. Para isso, mensuramos o tempo médio de 
desenvolvimento (T) e a porcentagem de sobrevivências (S) dos 
insetos nesses diferentes grãos para o cálculo do índice de Howe 
(Tabela 1). A passagem dos insetos para sementes de P. vulgaris, 
seja vindo de V. unguiculata ou P. vulgaris, gera um atraso no seu 
desenvolvimento, quando comparado com as passagens para V. 
unguiculata. Os insetos que permaneceram sempre em P. vulgaris 
(P->P) apresentaram uma maior mortalidade, enquanto que as 
demais transições não se diferenciaram. Os índices de Howe nos 
bioensaios que passaram a sobreviver em grãos de V. unguiculata 
(V->V e P->V) foram mais elevados do que os que passaram a se 
desenvolver em P. vulgaris (V->P e P->P), sendo que, V->P mostrou 
um número intermediário. 
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Tabela 1: Performance de Zabrotes subfasciatus em transições de 
sementes de Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris. V->V – Z. 
subfasciatus emergidos de sementes de V. unguiculata transferidos 
para sementes de V. unguiculata; V->P - Z. subfasciatus emergidos 
de sementes de V. unguiculata transferidos para sementes de P. 
vulgaris; P->V - Z. subfasciatus emergidos de sementes de P. vulgaris 
transferidos para sementes de V. unguiculata; P->P - Z. subfasciatus 
emergidos de sementes de P. vulgaris transferidos para sementes de 
P. vulgaris. T - tempo médio de desenvolvimento em dias, S - 
porcentagem de sobrevivência. 
 
Transições T (dias) % S Log 
(S)/T* 
V->V 28.72 ± 0.2a 80.42 ± 0.6 a 0.066  
V->P 32.40 ± 0.5b 80.84 ± 4.4 a 0.058  
P->V 29.08 ± 0.8a 64.98 ± 7.1a 0.062  
P->P 32.38 ± 1.0b 41.95 ± 14.4b 0.050  
As médias seguidas pelas mesmas letras dentro da mesma coluna 
não são estatisticamente diferentes (Teste de Duncan) ao nível de 
5%. * Índice de Howe.  
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5. DISCUSSÃO 
   
 Os resultados do padrão das amilases digestivas, através de 
eletroforese e ensaios em gel, revelaram que Z. subfasciatus não 
transmite o padrão de indução das duas isoformas de -amilase de 
baixa migração eletroforética para uma futura geração (Fig. 5). 
Intestinos das larvas de insetos oriundos de P. vulgaris, onde há a 
presença do αAI-1, apresentaram a indução das duas isoformas 
induzidas de α-amilase, enquanto que os animais oriundos das 
sementes de V. unguiculata, onde o AI-1 é ausente, apresentaram 
somente um nível de expressão basal dessas isoformas, o que 
corrobora com os resultados obtidos em estudos anteriores (SILVA et 
al., 2001b; BIFANO et al., 2010). No entanto, a passagem de somente 
uma geração no interior de sementes de P. vulgaris não demonstrou 
ser suficiente para possibilitar que uma parental passe a transmitir o 
padrão de indução das amilases digestivas para a sua prole que 
passa a se desenvolver no interior de sementes de V. unguiculata 
(Fig. 5).  
 Para passagem do padrão das duas isoformas de -amilase 
para futuras gerações, por mecanismos de herança epigenéticos, 
deve haver uma modificação ou uma continuidade de indução nas 
células germinativas e eventualmente nos gametas. Essas variações 
precisam sobreviver a processos de gametogênese e aos primeiros 
estágios da embriogênese, que são etapas onde há reconstruções 
das células e da cromatina (reprogramação celular), sendo passos 
importantes para o futuro desenvolvimento do embrião (JABLONKA, 
2013; JABLONKA; LAMB, 2015). Portanto, nossos resultados 
indicam que caso esteja havendo algum tipo de modificação 
epigenética, promovida por uma parental que teve um ciclo de vida 
no interior de sementes de P. vulgaris, elas não tenham sido 
resistentes o suficiente para ultrapassar estas barreiras. Portanto, 
seus estados epigenéticos e sua continuidade de indução das duas 
isoformas de -amilase não foram reconstruídas (Fig. 5).  
 Esses resultados não descartam a possibilidade de que 
mecanismos epigenéticos possam estar atuando, porém, de uma 
maneira somente somática (somente no indivíduo). Já foi 
demonstrado que Z. subfasciatus quando em contato com o AI-1 
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promove uma expressão constitutiva e irreversível das duas 
isoformas de -amilase (BIFANO et al., 2010). Quando larvas desses 
insetos, com doze dias de idade, são removidos de sementes de P. 
vulgaris e transferidos para capsulas de gelatina contendo farinha dos 
grãos de V. unguiculata, eles permanecem com a alta expressão das 
amilases induzidas até completar dezessete dias de vida, que é o 
estágio onde a alimentação é cessada (BIFANO et al., 2010). 
Portanto, essa indução permanece altamente expressa, mesmo o 
inseto passando por instares larvais. O crescimento animal culmina 
com o surgimento de um número maior de células, inclusive, que 
nunca tiveram o contato com o AI-1. Isso mostra um forte indício de 
que mecanismos epigenéticos possam estar atuando para que a 
expressão dos genes, responsáveis por essa indução, permaneçam 
sendo altamente expressos e que essa informação seja passada para 
novas células recém-formadas. Nesse mesmo trabalho, foi 
demonstrado que as células do intestino de Z. subfasciatus promove 
a clivagem do AI-1. Preparações de microvilosidades das larvas de 
Z. subfasciatus são capazes de promover hidrólise do AI-1 (BIFANO 
et al., 2010). Ishimoto e Chrispeels, (1996), já tinham demonstrado 
este evento de hidrólise do AI-1 e a liberação de um peptídeo C-
terminal, sendo uma proteinase do tipo serínica envolvida neste 
processo. A hipótese levantada por este trabalho, é que o peptídeo 
liberado por esta hidrólise funcione como um peptídeo sinal, que 
quando em contato com a célula, promove uma cascata de 
sinalização, ocasionando o acionamento de mecanismos 
epigenéticos atuarem para a expressão constitutiva e irreversível 
dessas duas isoformas de -amilase. 
 Importante ressaltar, que há pouca informação na literatura 
em relação aos mecanismos epigenéticos encontrados em insetos, 
principalmente referentes a Z. subfasciatus. Um dos sistemas 
epigenéticos mais estudados é a metilação do DNA, que são 
marcações em nucleotídeos de citosina (CpG) que promovem 
alterações da cromatina, estando geralmente relacionados a 
silenciamentos gênicos. Muitos estudos envolvendo este mecanismo 
vieram de experimentos envolvendo mamíferos e plantas, sendo em 
insetos algo relativamente novo (GALASTAD; HUNT; GOODISMAN, 
2014). Porém, várias espécies de insetos possuem estes 
mecanismos em seus genomas (GALASTAD; HUNT; GOODISMAN, 
2014). Já espécies como Drosophila melanogaster e Tribolium 
castaneum, não foram encontrados níveis significativos de 
nucleotídeos metilados, o que mostra grande variação do papel da 
metilação de DNA na biologia das diferentes espécies de insetos 
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(URIELI-SHOVAL et al., 1992; GOWHER; LEISMANN; JELTSCH, 
2000; TRIBOLIUM GENOME SEQUENCING CONSORTIUM 
GALASTAD, 2008; HUNT; GOODISMAN, 2014). O conhecimento de 
quais são os instrumentos epigenéticos que estão presentes em Z. 
subfasciatus e como eles influenciam seus sistemas de expressões 
gênicas ainda são desconhecidos. Essas informações podem ser 
importantes para a investigação do papel do αAI-1 como possível 
indutor de modificações epigenéticas. 
 Os perfis de atividade de amilases também mostraram 
indiferença em ter uma parental vinda de P. vulgaris, sendo que ao 
voltar a se desenvolver no interior de grãos de V. unguiculata o 
padrão de Z. subfasciatus nestas sementes volta a se restabelecer 
(Fig. 6).  Embora as amostras não tenham se diferenciado 
estatíticamentos, as atividades mostraram ser discrepantes, insetos 
oriundos de P. vulgaris com menores valores quando comparados 
aos insetos oriundos de V. unguiculata. Bifano e colaboradores 
(2010) mediram a atividade de -amilase de larvas de Z. subfasciatus 
em diferentes dias após a sua infestação (12-17 dias), em sementes 
de V. unguiculata e P. vulgaris, e notaram que os padrões de 
atividade apresentam diferenças de acordo com os dias do qual as 
larvas são retiradas dos grãos. Os diferentes dias de coleta das larvas 
de 4º instar (15 dias em V. unguiculata e 18 dias em P. vulgaris - item 
3.6) pode estar relacionado a esta grande diferença das atividades de 
amilases. Provavelmente, 18 dias de desenvolvimento em P. vulgaris 
as larvas estejam mais próximas do estágio pupa, sendo assim, pode 
já ter iniciado uma suspensão da expressão de suas enzimas 
digestivas. Enquanto que 15 dias de desenvolvimento em V. 
unguiculata as larvas devem ter uma expressão maior das suas 
enzimas digestivas por estarem mais distantes deste estágio. 
 Amostras intestinais das larvas de Z. subfasciatus oriundas 
de P. vulgaris mostraram menores valores de atividade de -amilase 
in vitro, porém, em gel SDS-PAGE notamos haver uma maior ou 
semelhante atividade quando comparamos com os insetos oriundos 
de V. unguiculata (Fig. 5 e 6). Isso pode estar relacionado com a 
própria técnica eletroforética adotada. Michaud e colaboradores 
(1996), constataram que os complexos formados entre protease 
cisteínica e diferentes cistatinas (seu inibidor), quando submetidos à 
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, são diferentemente 
dissociados e podem mostrar atividades em gel pós eletroforese. Isso 
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sugere que algo similar possa estar ocorrendo em nosso 
experimento. Os A-1, presentes nas amostras oriundas de P. 
vulgaris, podem estar sofrendo desacoplamentos com as -amilases, 
que agora livres da ligação com o seu inibidor, podem estar 
retornando suas atividades enzimáticas, mostrando uma maior 
atividade que o esperado em gel. No mesmo trabalho, Michaud e 
colaboradores (1996) mostraram que a relação de dissociação é 
inversamente proporcional à afinidade entre as moléculas, quando as 
proteases cisteínicas foram submetidas a inibidores cistanina A 
(HSA) e cistatina B (HSB) (Ki 1.9 X 10-11 M e 1.2 X 10-10 M, 
respectivamente) não mostraram atividade em gel, enquanto que, 
submetidas a Inibidores de protease cisteína 1 (OC1) e protease 
cisteína 2 (OC2) (Ki 3.6 X 10-8 M e 1.1 X 10-6 M, respectivamente) a 
atividade foi constatada. O que faz da técnica de eletroforese em gel 
SDS-PAGE como um parâmetro útil para medir afinidade entre 
moléculas. Caso o que foi mencionado anteriormente estiver 
ocorrendo, supõe-se que o modo com que se liga o A-1 de P. 
vulgaris com a -amilases de Z. subfasciatus seja de uma maneira 
reversível e com uma afinidade relativamente baixa. 
 A análise da colaboração maternal e/ou paternal surgiu a 
partir do estudo envolvendo camundongos submetidos a estresses 
traumáticos, no caso uma separação maternal. Estes indivíduos, 
quando submetidos neste tratamento, apresentaram mudanças 
comportamentais e metabólicas que se perpetuaram para gerações 
seguintes, mesmo na ausência do estímulo traumatizante. Essa 
herança foi atribuída a expressão de pequenos RNAs não 
codificantes (sncRNAs) presentes nos espermatozoides de 
camundongos machos, portanto, uma colaboração paternal para esta 
perpetuação fenotípica (GAPP et al., 2014).  O estresse aqui testado 
seria o contato das larvas de Z. subfasciatus com o αAI-1. Para 
averiguar como funcionaria uma possível colaboração parental para 
a transmissão da herança da expressão constitutiva das duas 
isoformas de -amilase, foram realizados os diferentes cruzamentos 
entre indivíduos virgens oriundos de P. vulgaris e V. unguiculata (item 
3.3). Nossos resultados mostraram ser inconclusivos em identificar a 
contribuição maternal e/ou paternal da expressão das duas isoformas 
induzidas de -amilase para uma geração que passa a se 
desenvolver no interior de grãos de V. unguiculata (Fig. 7). Ambos os 
cruzamentos, entre fêmeas e machos oriundos de P. vulgaris e 
somente machos oriundos de P. vulgaris, parecem ter demostrando 
uma maior expressão das duas amilases induzidas, como os machos 
vindos de P. vulgaris estão envolvidos nessas duas amostras, isso 
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sugere que ele tenha uma maior colaboração para isso (Fig. 7). No 
entanto, o gel não demonstrou claras resoluções do padrão de 
amilases, além de não constar de uma amostra controle de indução 
positiva e negativa das duas isoformas de -amilase, como na Figura 
5 e 6 (raiais Pc e Vc respectivamente). Isso mostra a necessidade de 
repetição do experimento para maiores conclusões.  
 As larvas do experimento da colaboração maternal e/ou 
paternal foram retiradas de grãos de V. unguiculata no mesmo 
período de tempo (15 dias), portanto, não possui a variável de dias 
que é presente no experimento anterior, como discutido 
anteriormente. A análise das atividades de -amilase in vitro de Z. 
subfasciatus oriundos dos diferentes cruzamentos mostraram 
padrões semelhantes (Fig. 8). Porém, intestinos de larvas oriundas 
do cruzamento entre fêmeas virgens que emergiram de V. 
unguiculata com machos virgens que emergiram de P. vulgaris, 
mostraram maior atividade quando comparado com os outros 
cruzamentos, o que reforça a possibilidade da colaboração paternal. 
No entanto, a indiferença estatística pode fazer com que se descarte 
esta possibilidade.  
 Analisamos a performance de Z. subfasciatus em transições 
de sementes de V. unguiculata e P. vulgaris (Tabela 1). A presença 
do αA-1, em sementes de P. vulgaris pode estar ligada à diminuição 
do desempenho desses insetos nesses grãos, uma vez que isso 
representa um estresse biológico para os mesmos. O desafio de lidar 
com o αA-1 pode estar fazendo com que eles necessitem mais tempo 
para completar o seu ciclo de vida, assim como a diminuição da 
porcentagem de sobrevivência. O que pode explicar os diferentes 
dias de atingimento do 4° instar larval de Z. subfasicuatus nessas 
duas espécies de leguminosas (item 3.6). A passagem de uma 
parental em sementes de V. unguiculata mostrou gerar uma prole 
mais eficaz em se desenvolver em sementes de P. vulgaris, 
possuindo um índice de Howe mais elevado quando comparado a 
uma parental vinda de P. vulgaris, mostrando menores desempenhos 
em sementes de P. vulgaris (índice de Howe 0.058 e 0.050, 
respectivamente). O que sugere que dependendo da espécie 
leguminosa, da qual uma parental de Z. subfasciatus tenha tido seu 
ciclo de vida, ela irá afetar o desempenho de sua prole. 
 Futuros estudos com um maior número de passagem 
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geracionais nessas sementes podem nos trazer maiores 
confirmações acerca da herança da expressão constitutiva das duas 
isoformas de -amilase, assim como da colaboração parental desta 
indução, e dos desempenhos que esses insetos adquirem ao longo 
de transições entre essas leguminosas. Pesquisas que envolvam 
mais de uma geração de Z. subfasciatus em P. vulgaris e V. 
unguiculata já estão em andamento em nosso laboratório.   
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6.CONCLUSÕES  
 
• A passagem de somente uma geração de Z. subfasciatus em 
sementes de P. vulgaris mostrou ser incapaz de promover a 
herança da expressão constitutiva das duas isoformas de -
amilases induzidas para uma prole em V. unguiculata. 
 
• Os resultados da análise da colaboração maternal e/ou 
paternal para a herança das duas isoformas de -amilases 
induzidas mostraram ser inconclusivas, sendo necessário a 
repetição dos experimentos. 
 
• O contato de Z. subfasciatus com o A-1 presente em 
sementes de P. vulgaris pode ser um dos fatores que 
proporcionam um aumento no seu tempo médio de 
desenvolvimento e um possível comprometimento do 
desenvolvimento de sua prole. 
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8.ANEXOS 
 
Figura 8: Imagem ilustrativa do “Bioensaio: Herança de indução das 
amilases digestivas nas larvas de caruncho”. Os números 
representam a ordem da elaboração do bioensaio. Primeiramente, 
são retirados adultos de Zabrotes subfasciatus emergidos de 
sementes de Vigna unguiculata (1 e 2) e colocados para infestar 
sementes de Phaseolus vulgaris (3). Adultos emergidos destas 
últimas sementes (4) foram colados em sementes de V. unguiculata 
novamente (5), sendo as larvas de 4° instar (15 dias pós infestação) 
retiradas das sementes (6) para posterior análise. Os círculos 
representam etapas em que as larvas de 4° instar foram retiradas 
para controle do experimento. No círculo azul controle positivo de 
indução das duas isoformas de -amilase, no círculo vermelho o 
controle negativo de indução. 
 
Fonte: Autor 
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Figura 9: Imagem ilustrativa do “Bioensaio: Determinação da 
colaboração paternal e maternal na herança de indução”. A – 
Representa como foi a obtenção dos adultos de Zabrotes 
subfasciatus virgens para o experimento, sendo isoladas (em tubos 
de ensaio) as sementes contendo apenas um ovo cada. Insetos num 
fundo bege representa adultos virgens emergidos de sementes de 
Vigna unguiculata e insetos num fundo preto representa adultos 
virgens emergidos de sementes de Phaseolus vulgaris. B – Após a 
obtenção dos adultos virgens emergidos de sementes de P. vulgaris 
e V. unguiculata, foram realizados os cruzamentos entres os mesmos. 
As fêmeas fecundadas destes cruzamentos foram colocadas para 
infestar sementes de V. unguiculata, sendo retirada as larvas de 
4°instar (15 dias) para posterior estudo. 
 
Fonte: Autor 
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Figura 10: Imagem ilustrativa do “Bioensaio: Análise do desempenho 
de Zabrotes subfasciatus em transições de sementes de Phaseolus 
vulgaris e Vigna unguiculata”. Retirados adultos emergidos de P. 
vulgaris e V. unguiculata e colados a infestar novamente semenste de 
P. vulgaris e V. unguiculata. Após a infestação, eram contados o total 
de ovos colocados nas sementes e os indivíduos emergidos destas 
sementes (em horários fixos diariamente), com o intuito de se obter 
valores do tempo médio de desenvolvimento e a porcentagem de 
sobreviventes. 
 
 
Fonte: Autor 
